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RESUMEN 

Algunos reportes a nivel mundial sobre la cal idad microbiológica de las especias 

publican sobre la presencia de Clostridium perfringens en estos productos Esta es una 

bacteria patógena, anaerobia, formadora de esporas y responsable de una intoxicación 

alimentaria debida a la producción de una enterotoxina. 

En este trabajo se analizó la presencia de C. perfringens en 380 muestras de 

especias {comino pimienta, orégano, ajo en polvo y laurel} ampliamente usadas en el 

norte de México, la potencial idad enterotoxigénica de los aislados se determinó por 

medio de una sonda de DNA marcada con digoxigenina dirigida contra una región del 

gen de la enterotoxina. 

Las cuentas en placa de C. perfringens variaron de <100 a 500 UFC/g en ajo en 

polvo, de <100 a 200 UFC/g en pimienta, de <100 a 433 UFC/g en comino, de <100 a 

340 UFC/g en orégano y de <100 a 450 UFC/g en laurel 

Con la técnica de dot-blot uti l izada se determinó la presencia del gen de la 

enterotoxina en 8 (4.25%) de 188 aislados confirmados de C. perfringens. 



ABSTRACT 

Several reports in the microbiology of spices and herbs indicate the presence of 

Clostridium perfringens, a spore forming foodborne pathogen responsible for 

gastrointestinal disease. In the present study a total of 380 samples of spices and 

herbs (cumin seed, black pepper, orégano, garlic powder and bay leaves) widely used 

in northern Mexico, were analyzed for the presence of C. perfringens and the 

enterotoxigenicity of the isolates determined by a dot-blot technique using an 

enterotoxin digoxigenin- labeled DNA probe 

C. perfringens counts varied from <100 to 500 CFU/g in garlic powder, from 

<100 to 200 CFU/g in black pepper from <100 to 433 CFU/g in cumin seed, from <100 

to 340 CFU/g in orégano and from <100 to 450 CFU/g in bay leaves The dot-blot 

technique detected the enterotoxin gene in 8 (4 25%) of 188 confirmed isolates of C 

perfringens 



INTRODUCCION 

Las especias y los condimentos se utilizan mundialmente debido a que 

proporcionan una amplia var iedad de sabores a los alimentos Sin embargo, se ha 

observado que estos productos pueden ser acarreadores de un gran número de 

microorganismos entre los que se incluyen organismos patógenos y deteriorantes de 

alimentos (De Boer, E. et al, 1985; Pafumi, J., 1986; Powers, E. M. etal, 1975). 

La calidad microbiológica de las especias a menudo refleja la situación 

higiénica del área en que estas se producen o procesan y como sucede con muchos 

otros productos agrícolas, las especias y los condimentos están expuestos a una gran 

variedad de contaminación microbiana durante la cosecha, el procesamiento y su 

almacenamiento en el mercado, debido al contacto con agua contaminada, polvo o 

heces fecales de pájaros, roedores e insectos (Silliker, J H etal 1985) 

Diversos estudios sobre la microbiología de las especias han demostrado la 

presencia de importantes microorganismos patógenos en estos productos entre los 

que se incluyen, Salmonella (Bruchmann. M , 1995), Eschenchia coh (Kaul, M y N 

Taneja 1989), Clostridium perfringens (Kneifel. W. y E. Berger, 1994), Bacillus cereus 

(Antai S P . 1988; Powers. E M et al. 1976) y hongos productores de toxinas como 

Aspergillus (El-Kady. I A et al, 1992; Delcourt A etal 1994 Shnvastava. A y P C 

Jain 1992) 

C perfringens es una bacteria anaerobia, productora de esporas 

encapsulada. no móvil y que produce mas de trece toxinas diferentes, por lo cua se le 

clasifica en cinco tipos: A. B C, D y E de acuerdo con la producción de cuatro toxinas 

extracelulares (alfa, beta epsilon e iota) (Labbe R 1989) Este microorganismo es 



responsable de una intoxicación alimentaria debida al consumo de al imentos 

contaminados con un gran número de células vegetativas (Labbe, R.G., 1991; De 

Boer, E. y E. M Boot, 1983). Los síntomas asociados con el cuadro diarréico 

observado, se deben al efecto de una toxina producida por las cepas 

enterotoxigénicas del microorganismo durante el proceso de esporulación (Czeczulin, 

J.R et al, 1993) 

Las especias se encuentran frecuentemente contaminadas por C perfringens 

(Powers, E. M., et al, 1975; De Boer, E ,et al, 1985) y podrían jugar un papel 

importante en la contaminación de al imentos por bacterias esporuladas (Labbe. R G . 

1991). 

Aún cuando existen investigaciones a nivel mundial sobre la contaminación 

microbiana de las especias no se conocen reportes en México sobre el grado de 

contaminación de estos productos por cepas enterotoxigénicas de C perfringens En 

el presente estudio, se anal izaron 380 muestras de cinco especias (ajo en polvo, 

pimienta, comino, orégano y laurel), ampliamente usadas en Monterrey N L y su área 

metropolitana, con el fin de determinar la presencia de C perfringens en estos 

productos, asi mismo se determinó la enterotoxigenicidad de los aislados por medio 

de una técnica de dot blot uti l izando una sonda de ADN marcada con digoxigenina 

dirigida contra una región del gen de la enterotoxina 



ANTECEDENTES 

La toxi-infeccíón alimentaria por Clostridium perfrínaens 

Durante los últimos 90 años, C. perfringens se había asociado estrechamente 

como el agente etiológíco de la gangrena gaseosa; sin embargo, la primera referencia 

de este organismo como causante de diarrea en humanos, se hizo a finales del siglo 

XIX (Labbé. R. 1989). En 1940 Knox y Mac Donald en inglaterra y Me Clung en 

Estados Unidos, asociaron a esta bacteria directamente con una intoxicación 

alimentaria No obstante, el interés en C perfringens como productor de 

enfermedades relacionadas con alimentos permaneció bajo hasta 1953. cuando Hobbs 

et al comenzaron a estudiar más a fondo a este microorganismo. 

Después de la II Guerra Mundial, en Alemania, se presentaron algunos cientos 

de casos de una enfermedad intestinal part icularmente severa causada por C. 

perfringens, que fue descrita como enteritis necrosante, la cual fue debida al consumo 

de carne enlatada (Labbé. R. 1989) 

En 1977 Vemon reportó en Inglaterra un brote de toxi- infección alimentaria por 

C perfringens en 126 personas que habían ingerido carne de pavo contaminada con 

el microorganismo, en estos casos fue posible aislar una gran cantidad de esporas 

termorresistentes del alimento implicado 

Posteriormente Stringer et al (1980). util izaron la t ipif icación serológica en la 

investigación de 573 casos de enfermedad por al imentos en Reino Unido y 37 de otros 

países, que involucraban a esta bacteria, con los 75 antisueros disponibles en esa 



época fue posible caracterizar el 77% de un total de 7245 aislados, además se 

estableció que se presentaba un serotipo específ ico en el 63% de los brotes. 

Borriello et al en 1985, realizaron un estudio epidemiológico de C. perfringens 

en instituciones genátricas de Inglaterra y encontraron que el serotipo 41 de este 

microorganismo estaba involucrado en 5 casos de diarrea, asi mismo, los serotipos 27 

y 24 se presentaban en otros casos de intoxicación al imentaria en ese país Los 

serotipos involucrados, se aislaron en un 59% en áreas donde se presentaba 

activamente la toxi-infección, un 27% en sitios donde anteriormente existía la 

enfermedad y había sido erradicada y en un 9% en lugares donde no habían ocurrido 

casos. 

Jackson et al (1986) reportaron varios brotes de intoxicación alimentaria 

relacionada con C perfringens en pacientes ancianos de hospitales psiquiátricos de 

Canadá, en los que se encontraban implicados varios serotipos de la bacteria, así 

como un gran número de aislados no tipif icables; se observó que los enfermos 

presentaban antecedentes de cuentas elevadas de esporas en heces fecales y diarrea 

crónica. 

En 1988, Collier et al realizaron un estudio de 48 brotes de enfermedades 

alimentarias ocurridas en hospitales de Escocia entre 1978 y 1987, en donde 25 de 

ellos involucraban a C perfringens y 17 a Salmonella sp Se observó que los brotes se 

relacionaban con el consumo de carnes rojas, carne de pollo y vegetales y que 

ocurrían más frecuentemente en hospitales generales, psiquiátr icos y geriátncos. Los 

casos de toxi-infección se atribuyeron a la preparación de los al imentos mucho t iempo 

antes de su consumo y a una refrigeración y cocimiento inadecuados 



Ese mismo año. Petersen et al estudiaron un brote de C. perfringens en una 

fábrica de Connecticut. E U A , donde 600 empleados presentaron síntomas de 

gastroenterit is debidos al consumo de salsa de carne contaminada que se preparó de 

12 a 24 h antes de servirse. 

Levine et al (1991), reportaron la incidencia de esta bacteria en asilos de 

ancianos de E.U.A. durante el período de 1975 a 1987, y encontraron que se habían 

presentado 496 casos en 6 brotes, en los cuales 4 individuos se habían hospitalizado 

y 2 habían muerto. 

Se han realizado estudios epidemiológicos en diversos países, que indican una 

gran cant idad de casos de enfermedad alimentaria debida a este microorganismo, en 

Canadá en 1982, se reportaron 1420 personas enfermas en 18 brotes, ese mismo año 

E.U.A. presentó 1189 afectados en 22 brotes. El Reino Unido, Finlandia y Japón 

(1984) indicaron la presencia de 1624, 593 y 1733 casos respectivamente, mientras 

que en Holanda (1981) se dieron a conocer 106 (Labbé, R. 1989) 

En la década de los 80 se consideraba que en términos del número de casos de 

enfermedades alimentarias bacterianas reportadas cada año, C. perfringens ocupaba 

el segundo lugar en incidencia en Canadá e Inglaterra, y el tercero en Estados Unidos, 

país donde alrededor del 40 al 45% de los casos totales eran causados por este 

microorganismo (Labbé, R. 1991.Ting, M N y D Y C Fung, 1972) 

Se ha observado que la carne, los productos cárnicos y los embutidos son los 

al imentos involucrados en la mayoría de los brotes La intoxicación alimentaria está 

asociada más comunmente con comida preparada en establecimientos como 



restaurantes, instituciones, hospitales, industrias y escuelas, en donde en la mayoría 

de las ocasiones se prepara con anticipación (Lund, M.B., 1990). 

La intoxicación alimentaria ocurre generalmente de 8 a 24 h después de la 

ingestión de alimento que contiene grandes cantidades de células vegetativas del 

microorganismo. Los síntomas comunes son. diarrea y dolor abdominal severo. La 

nausea es menos común y la f iebre y el vómito casi nunca se presentan Los casos de 

muerte son raros, pero han ocurrido en individuos débiles e inmunodeprimidos, 

especialmente en ancianos (Labbé, R. 1989). 

Estos síntomas se deben a la acción de la enterotoxina, la cual es una proteína 

de peso molecular de 35 kDa que se ha asociado con el proceso de esporulación de la 

bacteria La toxina generalmente no se encuentra en los al imentos en cantidades 

suficientes como para producir manifestaciones clínicas, mas bien, se produce durante 

la esporulación de las células vegetativas que l legan al intestino delgado con el 

alimento contaminado La unión de la toxina a receptores de la superficie de las 

células del epitelio intestinal y su posterior inserción en la membrana celular provoca 

una pérdida de la integridad estructural y funcional de la membrana, lo cual trae como 

consecuencia un aumento considerable en la salida de electrolitos al lumen intestinal, 

con la subsecuente producción de diarrea (Lund. M B . 1990) 

C. perfrinaens en el medio ambiente 

Los habitats principales de esta bacteria son el suelo y el contenido intestinal 

del hombre y de los animales Solo el tipo A se encuentra como parte de la microflora 

tanto del suelo, como del intestino Los tipos B C D y E, al parecer son parásitos 



obligados principalmente de animales domésticos , aunque se pueden presentar en 

ocasiones en el hombre (Smith, L. y B. Wil l iams, 1984). 

C. perfringens se ha encontrado en cantidades variables en el contenido 

intestinal de un gran número de animales, entre los que se incluyen, perros, gatos, 

leones, tigres, lobos, ratas, cobayos, cerdos, cabras, borregos, caballos, reses, pollos, 

pavos, patos, ballenas, venados, y el hombre Las cuentas microbianas por gramo de 

heces pueden variar grandemente, no solo de una especie a otra, sino de un individuo 

a otro (Labbé, R 1989) Tschirdewahn et al (1991) reportaron la presencia de C. 

perfringens en heces fecales de distintos animales, con una proporción del 24% en 

caballos, 36% en reses, 80% en pollos y 2% en cerdos. 

Debido a que este organismo forma esporas, y a que se presenta en el suelo, 

es posible encontrarlo en toda superficie expuesta al polvo; muchos de los artículos de 

cocina son suceptibles a contaminación, pero la ingesta diaria en un individuo es 

probablemente menor a 500 células por día (Labbé. R.1991). 

Se ha observado que los sedimentos marinos, contienen pocas cantidades de 

C perfringens, debido probablemente a una contaminación reciente (Labbé, R 1989). 

Incidencia de C. perfringens en alimentos 

C. perfringens es un contaminante común de una gran var iedad de alimentos 

(Fruin, J., 1977). Este microorganismo requiere para su crecimiento de aminoácidos y 

péptidos. asi como de varias vitaminas. Las carnes rojas y la de pollo le proveen de 

estos nutrientes y están generalmente involucradas en los brotes de intoxicación 

alimentaria (Craven. S . 1980) 



Los animales en canal y los cortes de carne, puden contaminarse con células 

de C. perfringens del suelo, heces fecales y por manipulación durante el sacrificio y el 

procesamiento. Muchos microorganismos que compiten con esta bacteria, son 

eliminados cuando se cocina la carne, pero puede no suceder lo mismo con las 

esporas, que al recibir un choque térmico durante el proceso de cocción, germinan y 

crecen cuando la temperatura se toma favorable (Bryan, F L., 1979). 

La presencia de esta bacteria, se ha reportado en diversos alimentos. En un 

estudio se demostró que el 82% de las muestras de carne de ternera, el 70% de la 

carne de res, el 62% de la de pavo, el 58% de la de pollo, el 52% de la de carnero el 

40% de las salsas para pastas, el 37% de la carne de puerco, el 5% de los vegetales, 

el 2% del pescado y el 1% de las carnes frías, contenían este microorganismo- en el 

hombre se presenta en el 100%, debido a que el microorganismo es un habitante 

normal del tracto intestinal (Fruin, J.T., 1977). 

En 1958, McKil lop realizó un estudio de contaminación de comida por C 

perfringens en un hospital de Glasgow, Reino Unido y encontró que había grandes 

cantidades de esta bacteria en pollo mantenido en refrigeración, con el que se 

asociaron 6 casos de intoxicación alimentaria 

Algunos estudios han demostrado una alta incidencia de contaminación por 

este microorganismo en carne cruda. Hall y Angelott i (1965) mostraron que el 58% de 

las carnes de ternera, res, pollo, cordero y puerco muestreadas de carnicerías eran 

positivas para C perfringens. Asi mismo, Ladiges et al (1974) en un estudio similar 

reportaron una incidencia del 47% de esta bacteria, en muestras de carne de res 

obtenidas de establecimientos de Colorado, E U.A. 



Tsai, et al en 1974. encontraron que el 64% de las cepas de C. perfnngens 

aisladas de las heces de pollos, asi como de la carne, y de los nodulos linfáticos y 

mesentéricos de las reses, eran enterotoxigénicas. Posteriormente, Fruin (1977) 

realizó estudios con esta bacteria en carne molida de res, puerco y pavo, asi como de 

salchichas, cangrejos y almejas vivas y encontró que de 339 aislados, el 94% 

pertenecía al tipo A. 

Saito (1990), estudió la producción de enterotoxina en 573 cepas de C 

perfnngens aisladas de heces fecales y de alimentos y 220 cepas de muestras de 

agua. Las cepas enterotoxigénicas se presentaban en el 6% de los manipuladores de 

alimentos, el 2% de las heces de perros, el 12% de las ostras y en el 10% de las 

muestras de agua. Entre las 162 muestras de carne, 23 eran positivas para esta 

bacteria y ninguna producía enterotoxina 

En 1986, Souza y Tortora realizaron un análisis de 42 muestras de carne 

molida de res. obtenidas de carnicerías de Río de Janeiro, Brasil y encontraron una 

Incidencia de este microorganismo del 57 1%. se observó que de las cepas aisladas el 

7.1% eran enterotoxigénicas 

Se ha observado que C perfnngens también crece en al imentos no cárnicos, 

tales como frijoles, puré y ensalada de papa, además de presentarse en macarrón con 

queso y aceitunas (Craven, S 1980) 

El frijol en la forma de salsa o como frijoles refritos, al parecer, son fuentes de 

enfermedades relacionadas con alimentos, debido a que a menudo se cocinan en 

grandes cantidades y se conservan por largos periodos de t iempo antes de 

consumirse Woodburn y Nester (1982) realizaron estudios de contaminación y 



crecimiento de B cereus y C. perfringens en frijoles estilo mexicano, se encontró que 

el crecimiento de ambos organismos era rápido a 37°C, y que se alcanzaban números 

celulares asociados a toxi-infección alimentaria en 4 y 6 h respectivamente. Rockland 

et al (1968), encontraron que los frijoles secos, contenían un factor no identificado 

que estimulaba un rápido crecimiento y la producción de gas en C. perfringens tipo A. 

Posteriormente Labbé y Rey (1979), determinaron que la rafinosa, un carbohidrato 

fermentable presente en los frijoles secos, aumentaba la esporulación y la producción 

de enterotoxina en este microorganismo 

De 1972 a 1978, se reportaron un total de 78 brotes asociados con comida 

mexicana en E.U.A., de estos casos, siete involucraban a C perfringens, uno a B 

cereus y sesenta y uno de ellos eran de etiología desconocida (Centers for Disease 

Control, 1981). 

La intoxicación alimentaria por C perfringens es un problema mundial, sin 

embargo, no se cuenta en la actualidad con datos estadísticos confiables. A este 

respecto, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha comenzado a recabar 

información para evaluar la situación global, el problema se incrementa por el hecho 

de que en algunos países los reportes a las autoridades sanitarias es voluntario 

(Labbé. R 1991) 

Incidencia de C. perfringens en especias 

Las especias secas son portadoras de los microorganismos habitualmente 

presentes en las plantas y en el suelo en que estas crecen A estos microorganismos 

hay que sumarles los procedentes del polvo, de la contaminación fecal de aves, 



roedores e insectos y del agua no potable empleada en algunos pasos de su 

procesamiento (Silliker, J. H., et al. 1985). 

De acuerdo a las regulaciones higiénicas modernas de los paises 

desarrollados, las especias no deben contener ni microorganismos patógenos ni 

insectos y deben estar libres de materiales extraños y materia fecal Además, para 

evitar la alta contaminación por bacterias y el subsecuente deterioro de los alimentos 

en que se utilizan, es esencial mantener las cuentas microbianas tan bajas como sea 

posible (Kneifel, W. y E Berger, 1993). 

Las especias, se encuentran frecuentemente contaminadas con B. cereus y 

C perfringens y pueden tener un importante papel en las enfermedades alimentarias 

(Nakamura. M. y K. D Kelly, 1968). Recientemente, se han realizado estudios de las 

salsas estilo mexicano para detectar bacterias patógenas y deteriorantes, y se ha 

reportado que los miembros de estos géneros bacterianos consti tuyen la flora principal 

de los condimentos uti l izados en ellas (Draughon F A., et al 1981) 

C perfringens se ha encontrado en la mitad de las muestras anal izadas de 

pimienta negra y de hoja de jamaica, cilantro, hoja de laurel y nuez moscada, y en 

menor proporción en canela y clavo. Generalmente, se encuentra en concentraciones 

inferiores a las 500 UFC/g y solo en raras ocasiones alcanza 103 UFC/g (Silliker, J H 

ef al 1985) 

Investigaciones real izadas en Estados Unidos en las décadas de los treintas. 

cuarentas y setentas mostraron que muchas especias de importación se encontraban 

altamente contaminadas Aunque estas se observaban generalmente más 



contaminadas que las que se expendían al menudeo, se han encontrado pocos datos 

publicados acerca de su carga microbiològica (Schwab A . H . , e f a / 1982). 

De Boer et al (1985) reportaron un estudio microbiològico de 150 muestras de 

54 especias diferentes en los paises bajos y encontraron que las cuentas de 

microorganismos mesofíl icos aerobios eran mayores a 107 UFC/g en pimienta blanca y 

negra, asi mismo, B. cereus se presentaba en números mayores a 104 UFC/g en 

pimienta blanca y C. perfringens en más de 103 UFC/g en una mezcla de especias 

Pafumi, en 1986, realizó un estudio microbiolológico de 33 tipos de especias 

en Australia, para determinar el grado de contaminación por bacterias mesofíl icas 

aerobias, coliformes. hongos y levaduras, E coli, B cereus. presuntivo de C 

perfringens y Salmonella. Se encontró que en la mayoría de las especias se 

observaban medias aritméticas de mesofíl icos aerobios de 1.0 X 105 UFC/g, menos de 

1.0 X 103 UFC/g de B. cereus, menos de 1.0 X 102 UFC/g de C. perfringens y menos 

de 10 UFC/g de coliformes. La pimienta presentaba el nivel de contaminación 

microbiana más alto de todos los organismos probados 

Kneifel y Berger (1993) analizaron un total de 160 muestras de 55 especias 

diferentes obtenidas de mercados de Viena. Austria, y observaron que más del 50% 

del material contenia entre 104 y 106 UFC/g de bacterias mesofíl icas aerobias; el 40% 

de los productos presentaba Bacillus, con números mayores a 105 UFC/g y que una 

muestra de comino contenía C perfringens. 



Detección de C. perfringens enterotoxigénico 

La identif icación de cepas enterotoxigénicas de C. perfringens a menudo 

nvolucra la detección de la producción de la enterotoxina por métodos inmunológicos, 

=ntre los que se encuentran, la inmunodifusión (Popoff, M . R , 1984), 

slectroinmunodifusión (Duncan, C.L. y E B Somers, 1972). hemaglut inación pasiva 

reversa (Uemura. T. et al, 1973), contrainmunoelectroforesis (Naik, H.S. y C.L. 

Duncan, 1977), pruebas de ELISA (Bartholomew, B.A., et al, 1985) y el uso de 

anticuerpos f luorescentes (Niilo, L., 1978). 

La mayoría de las pruebas desarrol ladas no se utilizan ampliamente debido a 

problemas relacionados con su costo, el t iempo que se requiere para realizarlas, su 

sensibilidad o la imposibil idad de manejar grandes números de muestras (McCIane, 

B A y J T Snyder, 1987) 

Además de los métodos tradicionales mencionados, se han reportado tres 

métodos que involucran la detección del gen de la enterotoxina de C perfringens, 

entre los que se encuentran la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), el uso de 

sondas marcadas radiactivamente y el uso de sondas marcadas con digoxigenina 

(Kokai-kun, J.F., et al. 1994). 

En general, la calidad microbiológica de las especias a menudo refleja la 

situación higiénica de la región en donde se producen y procesan Y es evidente, que 

corno muchos otros productos agrícolas las especias están expuestas a la 

contaminación microbiana a vanos niveles (Kneifel W y E Berger 1993) 

Debido a que en México no se conocen reportes sobre la incidencia de C 

perfringens enterotoxigénico en especias, consideramos de gran importancia 



determinar la presencia y toxigenicidad de la bacteria en estos productos, que se 

expenden en la ciudad de Monterrey, N.L y su Area Metropoli tana 



HIPOTESIS 

Las especias que se expenden en Monterrey, N L. y su Area Metropolitana, 

presentan Clostridium perfringens enterotoxigénico en números importantes. 



OBJETIVOS 

Determinar el número de C perfnngens en 5 especias de uso común, 

obtenidas de establecimientos comerciales del Area Metropolitana de Monterrey, N . L 

Determinar la presencia del gen de la enterotoxina en las cepas aisladas de 

C perfnngens, mediante la técnica de hibridización en colonia 



MATERIAL Y METODOS 

CEPAS DE C. perfringens 

Para este trabajo se utilizaron las cepas de referencia de C perfringens, 

FD-1041. NCTC 8798 y NCTC 8239 las cuales son productoras de enterotoxina y las 

cepas FD-1 y ATCC 3624 las cuales no producen enterotoxina. 

Las cepas fueron conservadas en medio de carne cocida según Robertson 

(Willis, A. T., 1960), como cultivos esporulados a -20 °C y se realizaron resiembras 

cada 4 meses 

ACTIVACION DE LAS CEPAS 

Las cepas de referencia se activaron inoculando una alícuota del cultivo 

esporulado de reserva en tubos con 10 mi de caldo con tioglicolato e inmediatamente 

después se sometieron a un choque térmico a 75 °C por 15 min a fin de estimular la 

germinación de las esporas, los tubos se enfriaron a temperatura ambiente y se 

incubaron a 37 °C por 14 a 16 h. 

ESPECIAS Y CONDIMENTOS 

Para este estudio se analizaron un total de 380 muestras de especias y 

condimentos de uso común en Monterrey N L y su área metropolitana las cuales se 

se muestran a continuación (Tabla 1) 



Tabla 1 Especias utilizadas 

NOMBRE C O M U N NOMBRE CIENTIF ICO PARTE USADA 
(ESTADO) 

AJO Allium sativum L. FRUTO (POLVO) 
PIMIENTA Po/ygonum hydropiper L. FRUTO (ENTERO) 
COMINO Cyncinonum cynanomtm L. FRUTO (ENTERO) 

0 REGAIN 0 Onganum vulgare L. HOJASATALLOS (ENTEROS) 
LAUREL fjlsea g/au.sescens H.B.K. HOJAS (ENTERAS) 

MUESTREO 

Se realizó un muestreo estratificado de las cinco especias en centros 

comerciales y establecimientos del municipio de Monterrey, N L. y en tres de los 

municipios de su área metropolitana (San Nicolás de los Garza, Guadalupe y San 

Pedro Garza García), para este estudio se consideraron tres presentaciones 

comerciales de las especias: bolsa de polietileno, venta a granel y frasco de vidrio 

hermético Esta consideración se hizo en base a un estudio preeliminar de tipo 

encuesta en el que se obtuvo información acerca de las preferencias comerciales de 

estos productos en los diferentes municipios. Para este trabajo, se analizaron 300 

muestras de la presentación de bolsa de polietileno provenientes de los cuatro 

municipios, 50 muestras de la presentación a granel (provenientes de Monterrey y 

Guadalupe) y 30 muestras de la presentación de frasco de vidrio (provenientes de 

Monterrey y San Pedro Garza García)(Tabla 2) 



Tabla 2 Número de muestras de especias por presentación comercial 

NUMERO DE MUESTRAS 
MUNICIP IO BOLSA DE 

POL.IETILENO 
VENTA A 
GRANEL 

FRASCO DE 
VIDRIO 

T O T A L 

San Nicolás de 
los Garza 

75 0 0 75 

Monterrey 75 25 15 115 

Guadalupe 75 25 0 100 

San Pedro 
Garza García 

75 0 15 90 

TOTAL 300 50 30 380 

I. AISLAMIENTO DE C. perfrinqens DE LAS ESPECIAS 

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS ESPECIAS UTILIZADAS 

Debido a la reconocida actividad antimicrobiana de las especias, se consideró 

necesario realizar algunos ensayos para determinar si existía un efecto de las 

muestras anal izadas en el aislamiento del microorganismo, para lo cual se activaron 

las cepas: NCTC 8239, NCTC 8238. ATCC 3624 y FD-1 de C. perfnngens, y se 

inocularon células (1 % de inoculo) en matraces con 200 mi de medio para 

esporulación Duncan-Strong (Duncan, C L y D H Strong, 1968) Los cultivos se 

incubaron a 37°C por 10 h en baño de agua 

Las células obtenidas se separaron en una centrífuga IEC (Mod HN-SII) a 

5000 rpm/10 min y posteriormente fueron destruidas mediante ultrasonido uti l izando 

un sonicador Cole-Parmer (Mod 4710) con el fin de eliminar las células vegetativas 

Las células esporuladas obtenidas, se lavaron 3 veces con agua desti lada estéril fría 



y se ajustaron a una absorbancia de 0.5 (Aeoo) en un espectrofotómetro 

Sequoia-Turner (Mod 340). Se tomaron alícuotas de las células esporuladas y se 

determinó el número de esporas por el método de cuenta viable en placa, para lo cual 

se hicieron di luciones decimales en solución salina fisiológica (0.85 %), se inocularon 

en cajas petri y se agregó un medio que contenía extracto de levadura al 1%, peptona 

tripticasa al 1.5% y agar bacteriológico al 1 5%. Los cultivos se incubaron a 37 °C 

durante 24 a 48 h en anaerobiosis utilizando una mezcla de N2 y C0 2 (95 : 5) 

Se realizaron diluciones decimales en solución salina f isiológica (0 85 %) 

estéril ( 1 : 1 0 ) de cada uno de los extractos de las especias y se dejaron reposar por 

15 min, posteriormente se tomaron alícuotas de 1.0 mi que se mezclaron con 100 pl de 

las diferentes suspensiones de células esporuladas ajustadas (106 - 107 UFC/g). 

Las preparaciones se sometieron a choque térmico de 75°C/ 15 min y se 

inocularon di luciones decimales de ellas en agar base de Shahidi Ferguson 

Perfringens (SFP) (Difco) selectivo para C. perfringens, adicionado con 0 5% de 

neomicina y 0 2% de polmixina B para después incubarse a 37 °C durante 24 h en 

anaerobiosis con la mezcla anteriormente descrita. 

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE ESPECIAS 

Se pesaron porciones de 1 g de muestra de cada especia molidas en 

condiciones asépticas Cuando éstas se encontraban enteras se utilizo l icuadora y se 

colocaron en tubos que contenían 9 mi de solucion salina fisiológica (0 85%) Las 

suspensiones se homogenizaron en un agitador eléctrico y se dejaron en reposo por 

30 min a temperatura ambiente para permitir la separación de los microorganismos del 



material vegetal Posteriormente las mezclas se sometieron a agitación por 1 min y se 

dejaron en reposo por 5 min con el fin de permitir la precipitación de las partículas 

gruesas de la muestra (Kneifel. W y E. Berger, 1994). 

AISLAMIENTO PRESUNTIVO Y RECUENTO DE C. perfringens 

Se realizaron diluciones decimales con solucion salina f isiológica del 

sobrenadante del homogenado original y se sembraron en placas de petri con tres 

divisiones Posteriormente se agregó agar SFP selectivo para C. perfringens, 

adicionado con 0 5% de neomicina y 0.2% de polmixina B y se incubaron a 37 °C por 

24 h en condiciones anaeróbicas utilizando la mezcla anteriormente descrita. 

Se contaron las colonias características de C perfringens (negras rodeadas 

de un halo de precipitación). Se tomaron entre 1 y 5 colonias de cada placa para su 

siembra en caldo con tioglicolato y su posterior inoculación en medio de reserva de 

carne cocida según Robertson. 

PRUEBAS CONFIRMATORIAS DE C. perfringens 

Se tomaron de 2 a 3 gotas de los aislados presuntivos de C perfringens 

mantenidos en medio de carne cocida a temperatura ambiente, y se inocularon en 

tubos con 5 mi de caldo con tioglicolato para posteriormente incubarse a 37°C por 24 

h 

Los cult ivos de células vegetativas se sembraron tomando una asada y 

colocándola en tubos con 5 mi de caldo lactosado caldo nitratado, medio para 

producción de sulfuro mdol y detección de movilidad (SIM) y en gelat ina nutritiva. Los 



cultivos se incubaron en anaerobiosis utilizando la mezcla de gases ya descrita a 37 

°C por 24 h. 

Los aislados con la morfología característica del microorganismo, sin 

movilidad, que fueron capaces de fermentar la lactosa con producción de ácido, que 

redujeron los nitratos a nitritos y presentaban actividad de gelatinasa, se identificaron 

como C perfringens (Labbe, R. G. y S. M. Harmon, 1991) y fueron conservados a 

temperatura ambiente en medio de reserva para experimentos postenores. Con los 

aislados identificados de C. perfringens, se realizaron las correcciones en forma 

proporcional de la cuenta viable en placa descrita anteriormente. 

II. HIBRIDACION EN COLONIA PARA LA DETRMINACION DE LA PRESENCIA DEL 

GEN DE LA ENTEROTOXINA 

SONDA DE DNA 

La identificación de los aislados de C. perfringens que presentaban el gen de 

la enterotoxina (ent* ) se realizó por medio de una sonda de ADN de 40 bases 

correspondientes a una región de este gen (Van Damme-Jongsten, M. et al. 1990); con 

la siguiente secuencia ' 

5' ATGCTTAGTAACAATTTAAATCCAATGGTGTTCGAAAATG 3' 

Este oligonucleótido fue donado por el Dr Peter Feng de los laboratorios de la 

Food and Drug Admimstration (FDA) en Washington, D C E.U A 



MARCAJE DE LA SONDA CON DIGOXIGENINA 

El mareaje de la sonda de ADN anteriormente descrita, se realizó util izando el 

hapteno digoxigenina, el cual se incorporó al extremo 3' del ol igonucleótido por medio 

de una transferasa terminal, la cual adicionó una mezcla de nucleótidos no marcados 

y el complejo digoxigenina-11-dUTP, de acuerdo al protocolo descrito por el sistema 

comercial Genius (Boehnnger-Mannheim, 1995). 

PREPARACION DE LAS MEMBRANAS PARA HIBRIDACION 

Los cultivos de reserva de C perfringens mantenidos en medio de carne 

cocida se activaron mediante la inoculación de 3 a 4 gotas del mismo en tubos con 5 

mi de caldo con tioglicolato, los cuales se incubaron posteriormente a 37°C por 16 a 

18 h. A partir de estos cultivos de células vegetativas se tomaron alícuotas de 50 y 

100 jjl y se colocaron de acuerdo a un patrón establecido previamente en una plantilla, 

en los orificios de una cámara de Dot blot (Minifold I, Schleicher & Schuell Keene, NH) 

Se colocaron como controles positivos ( e n O y negativos (ent"), cultivos de 

cepas de referencia, los cuales se act ivaron de la forma descrita anteriormente. Los 

cultivos se impregnaron en membranas de nylon con un poro de 0 45 p (Micron MSI 

Westboro. MA) colocadas entre la cámara de Dot blot y posteriormente se secaron 

aplicando vacío con una bomba de presión (General Electric, W P Indiana) por espacio 

de 20 min, lo que permitió que las células se adhir ieran a la membrana 



LISIS CELULAR Y FIJACION DEL ADN A LAS MEMBRANAS 

Las membranas se colocaron en una cama de papel filtro Whatman No 1 

impregnada con solución desnatural izadora (NaOH 0 5 N, NaCI 1 5 M en agua 

desti lada y SDS 0.1%) por espacio de 15 min y luego se transfir ieron a una cama de 

papel filtro impregnado con solución neut ra l i zados (Tris-HCI 1.0 M, pH 7.5 con NaCI 

1 5 M) por 5 min Posteriormente las membranas se colocaron 15 min en una solución 

amort iguadora de citratos 2X (0.3 M, pH 7 con NaCI 3 M) 

El ADN se fijó a las membranas por calor en una estufa a 120°C por 15 a 30 

min, manteniendo las membranas húmedas uti l izando la solución amort iguadora de 

citratos 2X anter iormente descrita. Los restos celulares que pudieron quedar en las 

membranas se el iminaron uti l izando una solución de lavado (Solución amort iguadora 

de citratos 3X, con SDS 0.1%) en agitación a 68°C por 1 a 3 h 

PREHIBRIDACION E HIBRIDACION DE LA SONDA 

Las membranas se colocaron en placas petn que contenían 20 mi de solución 

de prehibridación [(Solución amortiguadora de citratos 5X con reactivo de bloqueo 

para la hibridación de ácidos nucléicos (Genius, Boehr inger Mannheim, 1995) al 1% 

(p/v), N-lauroi lsarcosina al 0 2% y SDS al 0 2%] y se incubaron en agitación en baño 

de agua a 68°C por 2 h 

Posteriormente las membranas se co locaron en solución de hibridación 

(1pmol/ml del ol igonucleótido marcado con d igox igenma en 20 mi de la solución de 

prehibndación anteriormente descrita) y se incubaron e n agi tación en baño metaból ico 

a 56°C por 4 h 



Se realizaron lavados de astringencia para eliminar el excedente del 

ol igonucleót ido no unido específ icamente al gen, primero con la solución de lavado 

(amort iguador de citratos 2X con SDS 1%) a temperatura ambiente por 5 min, y 

poster iormente con una solución de lavado 0.5X (amortiguador de citratos 0.5X y SDS 

0.1 %) a la temperatura de hibridación (56°C) en baño de con agitación constante. 

DETECCION COLORIMETRICA 

Después de la hibr idación y los lavados de astringencia, se equil ibraron las 

membranas a temperatura ambiente por 1 min en una solución amort iguadora [(Acido 

maléico 0 1M, pH 7 5 con NaCI 0 15M y Tween 20, 0.3% (p/v)]. 

Posteriormente, se colocaron las membranas en solución de bloqueo [reactivo 

de bloqueo para la hibr idación de ácidos nucléicos (Genius, Boehringer Mannheim, 

1995) al 1% (p/v) disuelto en solución amortiguadora de ácido maléico 0.1M] por 30 a 

60 min con agitación a temperatura ambiente. 

Las membranas se incubaron en una solución de anticuerpos anti-dig 

conjugados con fosfatasa alcalina [6 pl de anti-dig (Boehringer Mannheim) en 30 mi de 

la solución de bloqueo anter iormente descrita] a temperatura ambiente por 30 min en 

agitación Se retiró esta solución y se realizaron dos lavados de 15 min con la 

solución amort iguadora de lavado de ácido maléico 

Se equi l ibraron las membranas en 20 mi solución amort iguadora de detección 

(Tris-HCI 0.1 M, pH 9 5 con NaCI 0 1 M) por 2 min y posteriormente se agregaron 10 

mi de solución de sustrato generador de color [45 pl de nitroazul de tetrazolio y 35 pl 



de 5-bromo-4-cloro-3-ind¡oli l-fosfato (Genius, Boehringer Mannheim, 1995) en 10 mi 

de la solución amort iguadora de detección anteriormente descrita]. 

Las membranas se incubaron en la obscuridad y sin agitación por espacio de 

2 a 3 h, exponiéndose por períodos cortos de tiempo a la luz para observar el 

desarrollo de un color morado o pardo en las reacciones positivas El revelado se 

detenía sometiendo a las membranas a un lavado con agua bidestilada. 

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS 

Los datos de contaminación de las especias por C perfríngens se sometieron 

a un análisis de vananza simple (a - 0 05), para determinar si existían variaciones en 

el grado de contaminación de estos productos en los diferentes municipios y 

posteriormente se les realizó una prueba de Tukey de comparación múltiple de 

medias con el fin de identificar donde ocurrían dichas variaciones por grupos de 

homogeneidad 

Asi mismo se realizaron pruebas de "X,2" Chi cuadrada (a = 0 05) para 

determinar el efecto de los extractos en la germinación de las esporas de C 

perfríngens y de "t" de Student (a = 0 05) para comparar si existían diferencias 

significativas en el grado de contaminación de las especias por presentación 

comercial 



RESULTADOS 
ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS ESPECIAS UTILIZADAS 

Los resul tados de la determinación del efecto de los extractos de las di feren-

tes especias ut i l izadas en la germinación de esporas de C. perfringens se muestran en 

la Tabla 3 Se observó que en las cepas productoras de enterotoxina NCTC 8239 y 

NCTC 8238, no se presentaba diferencia signif icativa (P < 0.05) por la prueba de X , 2 

en la cuenta de células esporuladas somet idas a la acción de los extractos de las 

diferentes especias (di lución 1:10) con respecto a los controles. 

De manera similar, en las cepas no productoras de enterotoxina ATCC 3624 y 

FD-1 no se observó una diferencia signif icativa (P < 0.05) en la cuenta de células 

esporuladas somet idas a los tratamientos en relación a los contro les 

TABLA 3 Efecto de los extractos de especias sobre el crecimiento de C perfringens 

C A N T I D A D )E C. perfringens ( l 'FC/g) 
C O N T R O L E S 

UFC/g 
AJO EN 
P O L V O 

P I M I E N T A C O M I N O OREGANO L A U R E L 

NCTC 8239 
1.97 X 107 6 6 X 10" 3 0 X 105 9 3 X 10' 9 0 X 10h 1 43 X 107 

NCTC 8238+ 

4 0 X 10' 2 0 X 1 0 1 6 X 10" 1 0 X 1 0 ' 3 0 X 1 0 ' 2 0 X 1 0 ' 

ATCC 3624" 
1 5 X 1 0 " 

] 
1 3 X 1 0 1 3 X 10 2 0 X 10' 

8 0 X 1 0 ' 

2 3 X 1 0 3 0 X 1 0 

FD-1' 
1 1 X 107 2 0 X 1 0 5 0 X 10 

2 0 X 10' 

8 0 X 1 0 ' 1 6 X 1 0 ' 4 6 X 1 0 

NOTAS • CEPAS ENTEROTOXIGENICAS ' CEPAS NO ENTEROTOXIGENICAS 



ANALISIS DE LA CANTIDAD DE C. perfríngens EN ESPECIAS 

AJO EN POLVO 

Se anal izaron 60 muestras de ajo en polvo de la presentación de bolsa de 

polietileno en los cuatro municipios estudiados. Los resultados se encuentran en la 

Tabla 4, en ellos se observa que de las 15 muestras provenientes del municipio de 

San Nicolás de los Garza, once (72%) presentaban entre < 9 y 30 UFC/g de C perfrín-

gens, en dos muestras (14%) se detectaron entre 71 y 110 UFC/g y en otras dos (7%) 

entre 110 y 500 UFC/g. 

Esta misma tendencia se observó en el municipio de Guadalupe donde el 

80% (12 muestras) contenía entre < 9 y 30 UFC/g, y el 20% restante (3 muestras) 

presentaba entre 91 y 200 UFC/g. 

De manera semejante en el municipio de San Pedro se observó que el 86% 

(13 muestras) presentaba entre < 9 y 30 UFC/g, en una de ellas (7%) se observaron 

70 UFC/g y en otra mas (7%) 200 UFC/g 

En forma contrastante, de las muestras analizadas del municipio de Monterrey 

se obtuvieron cuentas de < 9 UFC/g en tres de ellas (20%), siete muestras (14%) 

presentaban entre 10 y 70 UFC/g y en otras cinco (33%) se observaron entre 110 y 

500 UFC/g. 

Los resultados del análisis de la cantidad de C perfríngens en las especias 

que se expenden a granel, provenientes de los municipios de Monterrey y Guadalupe, 

se encuentran en la Tabla 5. en donde se observó que de las muestras analizadas el 



20% presentaba <100 UFC/g, el 60% de las muestras contenía entre 101 y 300 UFC/g 

y el 20% de ellas presentaba 500 UFC/g en ambos municipios. 

La comparación por la prueba de T de los datos de las muestras de ajo anali-

zadas, expendidas en bolsa plástica y a granel demostraron que existía una diferencia 

altamente significativa (P < 0 05) entre estas en cuanto la contaminación por el micro-

organismo, lo que indica una mayor proporción de C perfringens en las muestras 

expendidas a granel que en las de bolsa plástica. 

En las muestras analizadas de la presentación de frasco de vidrio, provenien-

tes de los municipios de Monterrey y San Pedro, no se detectó la presencia (< 9 

UFC/g) de C perfringens (Tabla 6). 



TABLA 4 Número de muestras de ajo en polvo expendidas en bolsa de pol iet i leno que 

contienen C. perfringens en di ferentes rangos 

No. DE MUESTRAS QUE C O N T I E N E N C. perfringens 
MI \l< ll'K) 
V\ Vl.]/.\1)0 

MI ESTRAS UFC /2 MI \l< ll'K) 
V\ Vl.]/.\1)0 TOTALES <9 10-30 31-50 51-70 71-90 91 

- u o 
111 

-200 
201 
-500 

-S \ \ 
MCÜI.AS 15 

( too r 
9 

(60) 
2 

(13) 
0 

(0) 
0 

(0) 
1 

(7) 
1 

(7) 
1 

(7) 
1 

(7) 

OI U.ÍA1.1 PK 15 
(100) 

3 
(20) 

3 
(20) 

3 
(20) 

1 

(7) 
0 

(0) 
2 

(13) 
2 

(13) 
1 

(7) 

\IO> 1 KRREY 15 
(100) 

6 
(40) 

6 
(40) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

2 
(13) 

1 

(7) 
0 

(0) 

MN l'l DKO 15 
(100) 

1 1 

(73) 
2 

(13) 
0 

(0) 
1 

(7) 

0 
(0) 

0 
(0) 

1 

(7) 
0 

(0) 

ror \i 60 29 13 3 2 1 5 5 2 

Nota ( )" Los números en paréntesis indican porciento del total 



TABLA 5 Número de muestras de ajo en polvo expendidas a granel que cont ienen 

C perfringens en di ferentes rangos 

No. DE MUESTRAS QUE CONTIENEN C perfringens 
MI MC1PIO 
WALI/.ADO 

MIKSIRAS 
TOTALES 

UFC/g MI MC1PIO 
WALI/.ADO 

MIKSIRAS 
TOTALES <100 101-200 201-300 301-400 401-500 

GlADALI'PE 5 
(100 / (20) (20) 

2 
(40) 

0 
(0) 

1 
(20) 

MONTERREY 5 
(100) 

1 
(20) 

2 
(40) 

1 
(20) 

0 
(0) 

1 
(20) 

roí U 10 2 3 j 0 2 

Nota ( )* Los números en paréntesis indican porciento del total 

TABLA 6 Número de muestras de ajo en polvo expendidas en frasco de vidrio que 

contienen C perfringens en diferentes rangos 

N o. DE MUESTRAS QUE C O N T I E N E N C perfringens 
MI MC'IPIO 
vNALIZAlX) 

MI KSTRAN UFC/g MI MC'IPIO 
vNALIZAlX) l'OTAI KS <9 101-200 201-300 301-400 401-500 

MOMl-RRn 3 0 0 0 0 
(100)" (100) (0) (0) (0) (0) 

s \ \ PFDRO j -> .1 0 0 0 0 
(100) (100) (0) (0) (0) (0) 

roru 6 b 0 0 0 0 

Nota ( )' Los números en paréntesis indican porciento del total 



PIMIENTA 

Se anal izaron 60 muestras de pimienta de la presentación de bolsa de polieti-

leno en los cuatro municipios estudiados. Los resultados se presentan en la Tabla 6. 

en ellos se observa que de las 15 muestras provenientes del municipio de San Nicolás 

de los Garza, catorce (93%) presentaban menos de 9 UFC/g de C. perfringens, solo 

en una muestra (7%) se observaron cuentas de 200 UFC/g 

De las muestras analizadas del municipio de Monterrey, se obtuvieron 

cuentas de entre < 9 y 30 UFC/g en catoce de ellas (93%), en una muestra (7%) se 

observaron números de 200 UFC/g. 

El análisis de las muestras en los municipios de Guadalupe y de San Pedro 

demostró que el total de ellas (100%) contenía entre < 9 y 30 UFC/g 

Los resultados del análisis de la cantidad de C perfringens en las especias 

que se expenden a granel, provenientes de los municipios de Monterrey y Guadalupe, 

se encuentran ordenados en la Tabla 8, en donde se observa que de las muestras 

analizadas, el 100% presentaba <100 UFC/g en ambos municipios 

La comparación por la prueba de " t " de los datos de las muestras analizadas, 

expendidas en bolsa plástica y a granel demostraron que no existía una diferencia 

significativa en la cantidad del microorganismo, lo que indicó una proporción similar de 

C perfringens en las muestras expendidas a granel y en bolsa plástica. 

En las muestras analizadas de la presentación de frasco de vidrio, provenien-

tes de los municipios de Monterrey y San Pedro, no se detectó la presencia (< 9 

UFC/g) de C perfringens (Tabla 9) 



TABLA 8 Número de muestras de pimienta expendidas a granel que cont ienen 

C perfringens en di ferentes rangos 

No. DE MUESTRAS QUE C O N T I E N E N C. perfringens 
MI NIC 'JIMO 
a w l i z a d o 

MI KSTRAS UFC/g MI NIC 'JIMO 
a w l i z a d o rorAi.Ks <100 101-200 201-300 301-400 401-500 

(.1 ADA 1,1 PE 5 5 0 0 0 0 
(100)* (100) (0) (0) (0) (0) 

MON'TERKKV 5 5 0 0 0 0 
(100) (100) (0) (0) (0) (0) 

IOTA!, 10 10 0 0 0 0 

Nota ( )' Los n ú m e r o s en parén tes is ind ican porc iento del total 

TABLA 9 Número de muestras de pimienta expendidas en frasco de vidrio que cont ie-

nen C perfringens en di ferentes rangos 

No. DE MUESTRAS QUE C O N T I E N E N C. perfringens 
MIMCIPIO 
ANAl IZADO 

MI F.srRA.s UFC/g MIMCIPIO 
ANAl IZADO roí \LK.S <9 101-200 201-300 301-400 401-500 

MOM'KRKM 3 3 0 0 0 0 
(100) (100) (0) (0) (0) (0) 

SAN PEDRO .i "y 0 0 0 0 
(100) (100) (0) (0) (0) (0) 

roí 6 6 0 0 0 0 

Nota: ( )' Los n ú m e r o s en parén tes is ind ican porc ien to del total 



TABLA 7 Número de muestras de pimienta expendidas en bolsa de pol iet i leno que 

contienen C. perfringens en diferentes rangos 

No. DE MUESTRAS QUE C O N T I E N E N C. perfrm¡>ens 
MI MC IPTO 
WALl/.ADO 

MI FUTRAS LFC/g MI MC IPTO 
WALl/.ADO 1 OTALES <9 10-30 31-50 51-70 71-90 91 

- u o 
111 

-200 
201 
-500 

MCOL 15 
(100)' 

14 
(93) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

1 

(7) 

0 
(0) 

Cl U)\L1 PF 15 
(100) 

11 
(73) 

3 
(20) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

1 

(7) 

0 
(0) 

MON 1 KRREY 15 
(100) 

13 
(87) 

2 
(13) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

SANPEDRO 15 
(100) 

14 
(93) 

1 

(?) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 

i o r \ i 60 52 6 0 0 0 0 2 0 

Nota. ( )'. Los números en paréntesis indican porciento del total 



TABLA 8 Número de muestras de pimienta expendidas a granel que contienen 

C. perfñngens en diferentes rangos 

No. DE M U E S T R A S Q U E C O N T I E N E N C. perfñngens 
M U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 
M U E S T R A S UFC/g M U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 
T O T A L E S <100 101-200 201-300 301-400 401-500 

G U A D A L U P E 5 5 0 0 0 0 
(100)' (100) (0) (0) (0) (0) 

M O N T E R R E Y 5 5 0 0 0 0 
(100) (100) (0) (0) (0) (0) 

T O T A L 10 10 0 0 0 0 

Nota: ( )'. Los números en paréntesis indican porciento del total 

TABLA 9 Número de muestras de pimienta expendidas en frasco de vidrio que contie-

nen C. perfñngens en diferentes rangos 

No. DE MUESTRAS Q U E C O N T I E N E N C. perfringens 
NT U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 
M U E S T R A S UFC/g NT U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 
T O T A L E S <9 101-200 201-300 301-400 401-500 

M O N T E R R E Y 3 3 0 0 0 0 
(100 ) (100 ) (0 ) (0) (0 ) (0 ) 

S A N P E D R O 3 j 0 0 0 0 
(100 ) (100 ) (0) (0) (0 ) ( 0 ) 

T O T A L 6 6 0 0 0 0 

Nota: ( )' Los números en paréntesis indican porciento del total 



COMINO 

Se anal izaron 60 muestras de comino de la presentación de bolsa de polieti-

leno en los cuatro municipios estudiados Los resultados se muestran en laTabla 10 

Se observó que de las 15 muestras provenientes del municipio de San Nicolás 

de los Garza, trece (87%) presentaban entre < 9 y 30 UFC/g de C. perfringens, en 

tanto que dos (13%) contenían 110 UFC/g. 

De las muestras analizadas del municipio de Monterrey, trece de ellas (87%) 

mostraron entre < 9 y 30 UFC/g. mientras que dos (13%) presentaban 100 UFC/g 

El análisis de las muestras del municipio de Guadalupe demostró que nueve 

de ellas (60%) contenían < 9 UFC/g, cuatro (26%) presentaban cuentas de entre 10 y 

50 UFC/g, una (7%) presentaba 110 UFC/g y otra 500 UFC/g. 

En el municipio de San Pedro se observó que catorce de las muestras (93%) 

presentaban entre < 9 y 30 UFC/g mientras que en una de ellas (7%) se observaron 

cuentas de 110 UFC/g. 

Los resultados que muestran la cantidad de C perfrmgens en muestras de 

comino que se expenden a granel, provenientes de los municipios de Monterrey y 

Guadalupe se encuentran en la Tabla 11, en donde se observa que de las muestras 

analizadas el 100% presentaba <100 UFC/g en el municipio de Guadalupe, mientras 

que en Monterrey en un 40% se observaron 200 UFC/g y en un 10% de ellas 500 

UFC/g 

La comparación por la prueba de ' t ' de los datos de las muestras analizadas, 

expendidas en bolsa plástica y a granel demostraron que existía una diferencia 

altamente significativa (P < 0 05) entre la cantidad del microorganismo, lo que indico 

35 



una mayor proporción de C perfringens en las muestras de comino expendidas a 

granel que en las de bolsa plástica 

En las muestras analizadas de la presentación de frasco de vidrio, provenien-

tes de los municipios de Monterrey y San Pedro, no se detectó la presencia (< 9 

UFC/g) de C perfringens (Tabla 12) 



TABLA 10 Número de muestras de comino expendidas en bolsa de pol iet i leno que 

contienen C perfrmgens en diferentes rangos 

No. DE MUESTRAS QUE CONTIENEN C. perfrmgens 
MI MC'IPIO 
\\Al,IZADO I 

\1l ]'S 1 RAS UFC/g MI MC'IPIO 
\\Al,IZADO I t o t a l e s <9 10-30 31-50 51-70 71-90 91 

-110 
111 

-200 
201 
-500 

MCOLVS 15 
(100) 

8 
(54) 

5 
(33) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

2 
(13) 

0 
(0) 

0 
(0) 

(.1 U)AI I PI- 15 
(100) 

12 
(80) 

1 
(7) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

2 
(13) 

0 
(0) 

0 
(0) 

NION rKKRKA 15 
(100) (60) 

2 

(13) 

2 

(13) 
0 

(0) 
0 

(0) 
1 

(7) 
0 

(0) 
1 

(7) 

l'IÍDUO 15 
(100) 

12 
(80) 

2 

(13) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
1 

(7) 
0 

(0) 
0 

(0) 

roí \L 60 
i 

41 10 2 0 0 6 0 1 

Nota. ( )' Los números en paréntesis indican porciento del total 



TABLA 11 Número de muestras de comino expendidas a granel que cont ienen 

C perfringens en diferentes rangos 

No. DE MUESTRAS QUE CONTIENEN C. perfringens 
M U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 

M U E S T R A S 

T O I A L F S 
UFC/g M U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 

M U E S T R A S 

T O I A L F S <100 101-200 201-300 301-400 401-500 

CL A D \ I \ P L 5 
( 100)" 

5 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

1 
(20) 

M O . N T H K R N ^ 

(100) 
2 

(40) 
2 

(40) 
0 

(0) 
0 
(0) 

0 
(0) 

1 
(20) 

T O T A L 10 7 2 0 0 1 

Nota: ( )' Los números entre paréntesis indican porciento del total 

TABLA 12 Número de muestras de comino expendidas en frasco de vidrio que cont ie-

nen C. perfnngens en diferentes rangos 

No DE MUESTRAS QUE CONTIENEN C. perfringens 
MUNICIPIO 
\ NAL 17, AD O 

Ml KM RAS UFC/g MUNICIPIO 
\ NAL 17, AD O TOTAI.FS <9 101-200 201-300 301-400 401-500 

MONTER RK\ •> J 0 0 0 0 

( 1 0 0 ) ' _ 0 £ 0 ) (0) (0) (0) (0) 
s\\ PFDRO i J 0 0 0 0 

(100) (100) (0) (0) (0) (0) 
TOT U 6 6 0 0 0 Q o 1 

Nota. ( )'. Los números entre paréntesis indican porciento del total 



OREGANO 

Se analizaron 60 muestras de orégano de la presentación de b o l s a de polieti-

leno en los cuatro municipios estudiados. Los resultados indicaron q u e de las 15 

muestras provenientes del municipio de San Nicolás de los Garza t rece (86%) 

presentaban entre < 9 y 30 UFC/g de C. perfringens y en dos mues t ras (14%) se 

observaron entre 91 y 200 UFC/g (Tabla 13). 

En todas (100%) las muestras analizadas del municipio de Monter rey , se 

obtuvieron < 9 UFC/g El análisis de las muestras en el municipio d e Guadalupe 

demostró que catorce de ellas (93%) contenían < 9 UFC/g y una (7%) contenía 110 

UFC/g. En el municipio de San Pedro se observó que trece de las m u e s t r a s (86%) 

presentaban entre < 9 y 30 UFC/g en una (7%) se observaron 200 U F C / g y en otra 

(7%) 500 UFC/g 

Cuando se analizaron las muestras expendidas a granel, p roven ien tes de los 

municipios de Monterrey y Guadalupe (Tabla 14), se encontró que el 1 0 0 % de ellas 

presentaba <100 UFC/g en Guadalupe, mientras que en Monterrey se o b s e r v ó que el 

60% de estas contenía <100 UFC/g, un 20% de ellas presentaba 2 0 0 UFC/g y el 

restante 20% contenía 400 UFC/g 

La comparación por la prueba de " t " de los datos de las muest ras analizadas, 

expendidas en bolsa plástica y a granel demostraron que existía u n a diferencia 

altamente significativa (P < 0 05) en la cantidad del microorgan ismo entre las 

presentaciones comerciales lo que indicó una mayor proporción de C perfnngens en 

las muestras de orégano expendidas a granel que en las de bolsa p lást ica 



En las muestras anal izadas de la presentación de frasco de vidrio, provenien-

tes de los municipios de Monterrey y San Pedro, no se detectó la presencia (< 9 

UFC/g) de C perfringens (Tabla 15). 



TABLA 13 Numero de muestras de orégano expendidas en bolsa de pol iet i leno que 

cont ienen C. perfringens en di ferentes rangos 

No. DE M U E S T R A S QUE C O N T I E N E N C. perfringens 
M I M C I P I O 
\ N A L I Z A D O 

M I K M I A S UFC/g M I M C I P I O 
\ N A L I Z A D O roiALiís <9 10-30 31-50 51-70 71-90 91 

-110 
111 

-200 
201 
-500 

S \ N 
N I ( O I A S 

15 1 1 2 0 0 0 1 1 0 S \ N 
N I ( O I A S 

( i o o r (73) (13) (0) (0) (0) (7) (7) (0) 

t.l \1)AI,I l'h 15 15 0 0 0 0 0 0 0 
(100) (100) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) 

M O N T E R R E V 15 14 0 0 0 0 1 0 0 
(100) (93) ( 0 ) (0) (0) (0) (7) (0) (0) 

S \ N I T D R O 15 12 1 0 0 0 0 1 1 

(100) (80) (7) (0) (0) (0) (0) (7) (7) 

R O Í 60 52 3 0 0 0 2 2 L 

Nota ( )' Los números entre paréntesis indican porciento del total 



TABLA 14 Número de muestras de orégano expendidas a granel que cont ienen 

C. perfringens en di ferentes rangos 

No. DE M U E S T R A S DE Q U E C O N T I E N E N C perfringens 
M U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 
M U E S T R A S UFC/g M U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 
T O T A L E S <100 101-200 201-300 301-400 401-500 

G U A D A L U P E 5 5 0 0 0 0 
(100)* (100) (0) (0) (0) (0) 

M O N T E R R E Y 5 3 1 0 1 0 
(100) (60) (20) (0) (20) (0) 

T O T A L 10 8 1 0 1 0 

Nota: ( )'. El Número entre paréntesis indica el porciento del total 

TABLA 15 Número de muestras de orégano expendidas en f rasco de vidr io que cont i -

enen C. perfringens en di ferentes rangos 

No. DE M U E S T R A S Q U E C O N T I E N E N C. perfringens 
M U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 
M U E S T R A S UFC/g M U N I C I P I O 

A N A L I Z A D O 
T O T A L E S <9 101-200 201-300 301-400 401-500 

M O N T E R R E Y 3 3 0 0 0 0 
(100)' (100) (0) (0) (0) (0) 

S A N P E D R O 3 3 0 0 0 0 
(100) (100) (0) (0) (0) (0) 

T O T A L 6 6 0 0 0 0 

Nota: ( )* Los números entre paréntesis indican el porciento del total 



LAUREL 

En las 60 muestras de laurel anal izadas empaquetadas en bolsa de polieti leno 

en los cuatro municipios estudiados, se observó que en los municipios de San Nicolás 

de los Garza y Monterrey el total (100%) d e ellas presentaba entre < 9 y 30 UFC/g de 

C. perfringens. Cuando se analizaron las muestras de los municipios de Guadalupe y 

de San Pedro se encontró que catorce de el las (93%) contenían < 9 UFC/g, asi mismo, 

una muestra (7%) presentaba 30 UFC/g (Tab la 16). 

En el análisis de las muestras de la presentación a granel, provenientes de 

los municipios de Monterrey y Guadalupe, se observó que el 80% de ellas presentaba 

<100 UFC/g en Guadalupe y el restante 10% de ellas contenía 500 UFC/g, mientras 

que en Monterrey el total de las muestras presentaba <100 UFC/g (Tabla 17). 

La comparación por la prueba de " t " de los datos de las muestras analizadas, 

expendidas en bolsa plástica y a granel demostraron que no existía una diferencia 

significativa entre la cantidad del microorganismo, lo que indicó una proporción de C. 

perfringens similar en las muestras expend idas a granel y en bolsa plástica 

En las muestras analizadas de la presentac ión de frasco de vidrio, provenien-

tes de los municipios de Monterrey y S a n Pedro, no se detectó la presencia (< 9 

UFC/g) de C perfringens (Tabla 18). 



TABLA 16 Número de muest ras de laurel expendidas en bolsa de pol iet i leno que 

cont ienen C perfringens en di ferentes rangos 

No. DE M U E S T R A S QUE C O N T I E N E N C. perfringens 
M I M C ' J P I O 

A N A L I Z A D O 
M U E S T R A S UF< :/J5 M I M C ' J P I O 

A N A L I Z A D O 
T O T A L E S <9 10-30 31-50 51-70 71-90 91 

- 1 1 0 

111 
-200 

201 
-500 

S A N 

N I C O L A S 
15 

(100)" 
14 

(93) 
1 

(7) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 

O I AL) VI.1 PL" 15 
(100) 

15 
(100) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

\ I O \ T F R R F V 15 
(100) 

14 
(93) 

1 

(V) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

S A N P I ' D R O 15 
(100) 

14 
(93) 

1 

(?) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 

I O T A 1 60 57 3 0 0 0 0 0 0 

Nota: ( )' El número entre paréntesis indica el porciento del total 



TABLA 17 Numero de muestras de laurel expend idas a granel que cont ienen 

C. perfringens en di ferentes rangos 

No. DE MUESTRAS QUE C O N T I E N E N C perfringens 
M I ' N I R ip io 
ANALIZADO 

MLES I RAS UFC/g M I ' N I R ip io 
ANALIZADO 

T O T A L E S <100 101-200 201-300 301-400 401-500 

C U A D A H ' P E 5 4 0 0 0 1 

(100)* (80) (0) (U) (0) (20) 
M O N T F . R R F . Y 5 5 0 0 0 0 

(100) (100 ) (0) (0) (0) (0) 
T O T \ L 10 9 0 0 0 1 

Nota: ( )'. Los números entre paréntesis indican el porciento del total 

TABLA 18 Número de muestras de laurel expendidas en frasco de vidrio que cont ie-

nen C. perfringens en di ferentes rangos 

No. DE MUESTRAS Q U E C O N T I E N E N C perfringens 
MI NICIPJO 
ANA! IZADO 

MI ESTRAS UFC/2 MI NICIPJO 
ANA! IZADO TOTALES <9 101-200 201-300 301-400 401-500 

MONTERREY 3 o j 0 0 0 0 

( íooy (100 ) (0) (0) (0) (0) 
SAN PFDRO 3 3 0 0 0 0 

(100) (100 ) (0) (0) (0) (0) 
TOTAL 6 6 0 0 0 0 

'»Jota. ( )*. Los números entre paréntesis indican el porciento del total 



COMPARACION DE LA CANTIDAD DE C. perfríngens EN ESPECIAS EXPENDIDAS 

EN L O S DISTINTOS MUNICIPIOS 

El análisis de varianza de los datos de la cantidad de C. perfríngens en 

muestras de ajo en polvo, indicó que existía una diferencia significativa (P < 0.05) en 

los d i ferentes municipios. Por medio de la prueba de Tukey de comparación múltiple 

de medias se determinó que el mayor grado de contaminación lo presentaba el 

municipio de Monterrey. En los municipios de San Nicolás y de Guadalupe se observó 

una contaminac ión media, mientras que la contaminación menor se presentaba en el 

munic ip io de San Pedro. 

Así mismo, se observó que no existía una diferencia significativa en la canti-

dad d e C. perfríngens en las muestras de pimienta, comino y laurel en los diferentes 

municipios. 

Se determinó que existía una diferencia altamente significativa (P < 0.05) en 

la can t idad de C perfríngens en muestras de orégano en los diferentes municipios El 

mayor grado de contaminación lo presentaba San Pedro, en los municipios de San 

Nicolás y de Guadalupe se observó una contaminación similar media, mientras que la 

contaminac ión menor se presentaba en Monterrey. 



AISLAMIENTO DE C. perfringens ENTEROTOXIGENICO DE LAS ESPECIAS 

Se obtuvieron un total de 188 aislados confirmados de C. perfringens a partir 

de las muestras de especias analizadas, los cuales se sometieron a una prueba de 

hibridación utilizando una sonda de ADN dirigida contra el gen de la enterotoxina, los 

resultados de esta prueba se muestran en la Tabla 19. 

Un porcentaje alto (54%)de las muestras de ajo en polvo analizadas presenta-

ron C. perfringens, de estas se obtuvieron ochenta y cuatro aislados (45%) provenien-

tes de la presentación de bolsa plástica y dieciseis (9%) de la presentación a granel. 

De un total de cien aislados de este microorganismo dos, correspondientes a los 

municipios de San Nicolás y Monterrey, presentaron el gen de la enterotoxina. 

En las muestras de pimienta analizadas se obtuvieron once aislados (6%) de 

la presentación de bolsa plástica y solo uno (0.5%) de la presentación a granel. Dos 

de los aislados provenientes del municipio de Monterrey resultaron positivos en la 

prueba de hibridación. 

Se encontraron un total de cuarenta y siete aislados de C. perfringens en las 

muestras analizadas de comino, de los cuales, treinta y nueve (20,5%) provenían de la 

presentación de bolsa plástica y ocho (4%) de la presentación a granel. Solo uno de 

los aislados correspondiente al municipio de Monterrey presentaba el gen de la 

enterotoxina. 

De las muestras de orégano analizadas se obtuvieron un total de veintitrés 

aislados, de los cuales diecisiete (9%) provenían de la presentación de bolsa plástica 



y seis (3%) de la presentación a granel. Un aislado del municipio de Monterrey resultó 

positivo a la prueba de detección del gen de la enterotoxina de este microorganismo. 

En las muestras de laurel analizadas, se obtuvo una menor proporción de 

aislados de C pefnngens, dos (1%) provenientes de la presentación de bolsa plástica 

y cuatro (2%) de la presentación a granel, ambos correspondientes al municipio de 

Guadalupe, sin embargo, dos de ellos resultaron positivos en la prueba de hibridación 

con el gen de la enterotoxina En la presentación comercial de frasco de vidrio no se 

obtuvieron aislados de este microorganismo. 

De un total de ciento ochenta y ocho aislados confirmados de C perfringens, 

ocho (4.25%) resultaron positivos a la prueba de hibridación utilizando una sonda de 

ADN del gen de la enterotoxina 



TABLA 19 Aislamiento de C perfnngens enterotoxigémco en las diferentes presenta-

ciones comerciales de las especias 

ESPECIA/PRESENTACION No. DE AISLADOS (%) No. DE A I S L A D O S C O N E L G E N 
DE LA E N T E R O T O X I N A 

AJO EN POLVO 
BOLSA PLVSIIC -\ 84 (45) V 
GRANEL 16(9) lb 

FRASCO DE VIDRIO 0 0 
P1MIE.NT \ 

BOLSA PLASTIC \ 11 (6) 2b 

GRANEL 1 (0 5) 0 
FRASCO DE VIDRIO 0 0 

C O M I N O 
BOLSA PI ASTIC \ 39 (20 5) 0 
GRANEL 8(4) lb 

FRASCO DE VIDRIO 0 0 
OREGANO 

BOLSA PLAS1IC \ 17(9) 0 
GRANEL ó (3) lb 

FRASCO DE VIDRIO 0 0 
L A I R E L 

1 

BOLSA PLASTIC A 2 ( 0 0 
GRANEL 4(2) 2 l 

[FRASCO DF VIDRIO 0 0 

T O I \ L 188 8 
NOTAS: Origen San N colas. ' Monterrey Guadalupe 



DISCUSION 

En el presente trabajo se determinó la incidencia de C. perfringens enterotoxi-

génico en especias que se expenden en Monterrey, N. L. y su área metropolitana. 

Existe una gran variedad de reportes a nivel mundial sobre la calidad micro-

biológica de las especias Estos estudios indican la importancia de la determinación 

de la presencia de C perfringens en estos productos como organismo contaminante, 

potencialmente patogeno y responsable de deterioro (De Boer, E. y E. M. Boot, 1983; 

DeBoer, E et al 1985 Kneifel W y E Berger, 1994; Pafumi, J., 1986; Powers, E. M., 

efa/., 1975) El presente trabajo ofrece información al respecto debido a que en 

México no se conocían estudios relacionados a la contaminación de las especias por 

microorganismos anaerobios esporulados 

Análisis de la actividad antimicrobiana de las especias 

Se determino la actividad antimicrobiana de las especias, esto se hizo con el 

fin de establecer si existía algún efecto en la germinación de las esporas durante el 

aislamiento Se observo que a la dilución empleada (1:10) no se observaba inhibición 

en las cepas de referencia de C perfringens, tanto enterotoxigénicas como no entero-

loxigénicas (Tabla 3) Existen reportes que indican que la actividad antimicrobiana de 

las especias debida a su contenido de aceites esenciales es de poca importancia para 

la preservación de los alimentos 



Esto es debido a que la concentración de estos aceites en los productos a los 

que se añaden las especias es generalmente demasiado baja como para que llegue a 

mpedirel crecimiento microbiano (Silliker, J H., etal., 1985). 

Análisis de cantidad de C. períringens en las especias 

Las especias secas son portadoras de los microorganismos habitualmente 

presentes en la planta y en el suelo en que ésta crece. A estos microorganismos hay 

que sumarles los procedentes del polvo, de la contaminación fecal de aves, roedores e 

nsectos y del agua no potable empleada en algunos pasos del procesamiento (Silliker, 

JH ,etal 1985) 

En el presente estudio la cantidad de C perfringens en las diferentes especias 

analizadas resulto variable dependiendo de cada tipo de especia, y en particular, de 

su presentación comercial y del área de procedencia de la muestra. 

Se observó que la cantidad del microorganismo en las muestras de ajo en 

polvo era mayor que en las otras especias estudiadas. Esto se demostró particular-

mente en el Municipio de Monterrey y en la presentación comercial a granel (Tabla 5) 

en donde vanaba de 1 0 a 5 0 X 102 UFC/g. Nuestros resultados se relacionan con lo 

reportado por otros autores (De Boer E etal, 1985; Pafumi, J . 1986: Powers, E M et 

al, 1975) 

En las muestras de pimienta analizadas no se observó una diferencia signifi-

cativa en la cantidad de C perfringens en los diferentes municipios,ni en las presenta-

ciones comerciales de bolsa plástica y de granel (Tablas 7 y 8). Los valores variaron 

M 
1020118^04 



de 1.0 a 2 O X 102 UFC/g que resultaron similares a lo reportado en otros estudios 

(Silliker, J H et al, 1985) 

Se observó que en las muestras de comino, las cantidades de este microor-

ganismo no diferían significativamente en los municipios y eran mayores en la 

presentación comercial a granel (Tabla 11), con un rango de 1.0 a 4.3 X 102 UFC/g, 

similar a lo reportado por otros autores (De Boer, E., etal. 1985; Pafumi, J., 1986). 

En las muestras de orégano, la cantidad de C perfingens varió significativa-

mente en los municipios Se encontró un mayor proporción en el municipio de San 

Pedro Garza García y en la presentación comercial a granel (Tabla 14), cuyos valores 

alcanzaron de 1 O a 3 4 X 102 UFC/g Estos resultados fueron similares a lo reportado 

en otras investigaciones (Pafumi, J , 1986, Powers, E. M., etal., 1975). 

Las muestras de laurel presentaron cuentas de C. perfringens menores 

comparadas con las otras especias estudiadas, no se observaron diferencias significa-

tivas entre los diferentes municipios ni entre las presentaciones comerciales de bolsa 

plástica y de granel (Tablas 16 y 17) La cantidad del microorganismo en general fue 

de <30 UFC/g muy inferior a lo reportado en otros estudios (Silliker, J. H., et al., 

1985). 

Las diferencias observadas en la cantidad de C perfringens en las especias y 

en los municipios podrían deberse a deficiencias sanitarias durante los procesos de 

cosecha, almacenaje, transportación, empaque y venta en el mercado ( Kneifel, W. y 

E. Berger, 1994) 

La presencia en las especias de esporas bacterianas resistentes al calor 

como las de C perfringens. además de ser un riesgo a la salud representa un serio 



problema debido a que en muchos casos, este microorganismo es responsable del 

deterioro que sufren a gunos productos. Es importante destacar que la destrucción de 

tales esporas requiere a menudo un tratamiento térmico drástico, el cual puede causar 

una reducción sustancia de la calidad nutncional y sensorial del producto condimen-

tado (Rodríguez M etal, 1991). 

En las muestras analizadas de frasco de vidrio no se detectó la presencia de 

C perfnngens debido probablemente a que fueron sometidas a algún tipo de trata-

miento, entre los métodos utilizados para eliminar o reducir la carga microbiana en 

estos productos se ncluyen prácticas de fumigación con dióxido de etileno y óxido de 

propileno. así como el uso de microondas y rayos gamma (Kneifel, W. y E. Berger, 

1994 Powers E M etal 1975) 

Aislamiento de C. perfrinpens enterotoxiqénico en las especias 

La presenca del gen de la enterotoxina en los aislados obtenidos de C. 

perfnngens se determ no por medio de una sonda de ADN marcada con digoxigenina 

dirigida contra una región de dicho gen (Tabla 19). Se observó que el mayor número 

de aislados se obtuvo de las muestras de ajo (54% del total), por otro lado en las 

muestras de laurel se presentó el menor número de aislados (6 en total) pero una de 

las mayores proporciones de la presencia del gen de la enterotoxina. 

De un total de 188 a slados confirmados de C. perfnngens solo 8 cepas 

provenientes de los municipios de San Nicolás de los Garza, Monterrey y Guadalupe, 

N.L resultaron positivos a la prueba de hibridación con la sonda, lo que constituye el 

425% de los aislados Estudios recientes sugieren que solo el 6% de los aislados de 

C perfnngens a nivel global presentan el gen de la enterotoxina, sin embargo, se ha 



observado que el porcentaje de este microorganismo que presenta este gen en aisla-

dos provenientes de heces fecales de individuos afectados por la intoxicación alimen-

taria es considerablemente mayor (40-60 %) (Van Damme-Jongsten, etal., 1990). 

Existe una gran variedad de métodos serológicos para detectar la producción 

de la enterotoxina de C perfnngens y que son útiles en las investigaciones de la 

epidemiología de las intoxicaciones alimentarias por este microorganismo, entre los 

que se incluyen la inmunodifusion (Popoff, M. R., 1984), la electroinmunodifusión 

(Duncan C L y E B Somers, 1972). la hemaglutinación pasiva reversa (Uemura, T 

G,e ta t , 1973) la contrainmunoelectroforesis (Naik, H. S. y C. L. Duncan, 1978). 

pajebas de ELISA Bartholomew B A , et al. 1985) y el uso de anticuerpos fluorescen-

tes (Nulo, L 19^7 Sin embargo estas pruebas puden dar resultados falsos negati-

vos (Van Damme-Jongsten, M , 1990), además de requerir que los aislados de C. 

perfnngens esporulen ex vivo para obtener niveles detectables de enterotoxina. 

Entre los métodos para la detección del gen de la enterotoxina se incluyen a 

la reacción en cadena de la polimerasa, el uso de sondas marcadas radiactivamente y 

el uso de sondas marcadas con digoxigenina. Estos presentan la ventaja de que 

pueden utilizarse preparados de células vegetativas del microorganismo, debido a que 

agunos aislados de C perfnngens esporulan muy poco o no lo hacen en los medios 

de cultivo convencionales (Kokai-kun J F., et al. 1994). 

El presente estudio demostró que la técnica de Dot-blot utilizada, es efectiva 

en la detección del gen de la enterotoxina en aislados de C. perfnngens provenientes 

de especias ademas de ser más rápida que los métodos inmunológicos 

convencionales 



Las especias analizadas se utilizan ampliamente en México, sin embargo, no 

existen normas of cíales que regulen su calidad microbiológica, ni datos que impliquen 

aestos productos como una fuente de contaminación de C. perfringens. 

En base a nuestros resultados establecemos que se acepta la hipótesis 

propuesta para este trabajo que indica la presencia de C. perfringens enterotoxigénico 

en las especias estudiadas por lo que sugerimos el mejoramiento de la calidad micro-

bológica de estos productos expendidos en Monterrey, N. L. y su área metropolitana. 



CONCLUSIONES 

C perfringens se encuentra como contaminante en las especias que se expen-

jen a granel y en bolsa p astica en los municipios de Monterrey, N.L. y su área 

metropolitana 

La cant dad de C perfrmgens es significativamente mayor en las presentacio-

es comerciales de granel en ajo en polvo comino y orégano. 

En el mun c p o de Monterrey N L se encontraron cantidades significativa-

lente mayores del m croorgan smo en el ajo en polvo Mientras que en el municipio 

e San Pedro Garza Garc a el mayor número se presentó en el orégano que se 

<pende en bolsa plast ca 

No se detecto la presenc a de C perfrmgens en ninguna de las muestras de la 

esentación comerc a de frasco de vidrio 

El gen de la enterotox na de C perfrmgens se encontró en una proporción del 

25% de los ais ad s obten dos de as especias 

Es posib e detectar a presencia de C perfrmgens enterotoxigénico en muestras 

especias útil zando una tecn ca de Dot-blot 

% 
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